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実験には 8 週齢の肥満性糖尿病マウスである NSY（日本 SLC）と正常コントロールとして
8 週齢の C3H／HeJ マウス（日本 SLC）を購入して用いた。なお実験には全て雄マウスが使わ
れた。全てのマウスは Specific Pathogen Free（SPF）環境下で温度 23±2℃、湿度 55±10％、
12 時間昼夜サイクル（7 時点灯、19 時消灯）にて飼育し、γ線滅菌飼料および飲料水は自由摂
取とした。マウスは投与する糖（Glucose、Sucrose、Honey）ごとにそれぞれ 6～7 匹の 3 グ
ループを作った。さらに、コントロールとして NSY マウスに 1×PBS を投与する群と正常コ




ハチミツは菜の花のハチミツ（青森産）を用いた。ハチミツは 1×PBS で 25％ ハチミツ溶
液を作り、0.45μm のフィルター（ミリポア）で除菌濾過した。グルコースやスクロースも同
様に 1×PBS を用いて 25％ 溶液を作り、0.45μm のフィルター（ミリポア）で除菌濾過した。
この溶液を 1 日 1 回（5 日／週）経口ゾンデを用いて強制経口投与した。投与量は 2g／kg にな
るように調整した。ハチミツのみ 2g／kg に調整してさらにその 1.2 倍量を経口投与した。また、
コントロールとして NSY マウスと C3H マウスに 1×PBS を 2g／kg 経口投与した。投与は 4
週間行った後、再び 12 週間行った。
3．経口各種糖負荷試験（Oral Sugar Tolerance Test: OSTT）
各種糖の投与前と投与開始から 1、4、8、12 週間後に無麻酔下にて OSTT を行った。ただ
し PBS を投与している NSY マウスについては OSTT は行わなかった。それ以外の個体につ
いては一晩の絶食後、経口的に各種糖を 2g／Kg 投与した。ただし、ハチミツ投与群において
は 2g／Kg の 1.2 倍量を経口的に投与した。
なお、各種糖投与の空腹時血液をマウス尾部より採血してグルテスト Neo センサー（三和
科学）により空腹時血糖を測定した。これを 0 分値として各種糖の経口投与後、30 分おきに
120 分まで尾部より採血し血糖値を測定した。また、0 分～120 分までの総血糖値（Area under
the glucose curve: AUC）は所定の台形式より計算した。
4．腹腔インスリン負荷試験（Intraperitoneal Insulin Tolerancce Test: ipITT）
各種糖の投与開始から 4、6 週間後に無麻酔下にて ITT を行った。インスリン負荷試験は投
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与群の全ての個体に、0.5U／Kg のインスリンを腹腔投与した。
なお、インスリンの投与前にマウスの尾部より採血してグルテスト Neo センサーにより空
腹時血糖を測定した。これを 0 分値としてインスリンの投与後、30 分おきに 120 分まで尾部
より採血し血糖値を測定した。あるいは、15 分おきに 60 分まで血糖値を測定した。また、
0 分～120 分間での総血糖値（Area under glucose curve: AUC）を所定の台形式より計算した。
5．血清および臓器の採取
NSY マウスへの各種糖の投与 14 週目に、1 晩絶食させ血清および臓器の採取を行った。最
初に各種糖を 2g／Kg 経口投与した。ただし、ハチミツ投与群のみ最初の糖の投与量は 1.2 倍
量投与した。C3H と 1×PBS 投与群にはグルコースを投与した。
なお、各種糖の投与前にマウスの尾部より採血してグルテスト Neo センサーにより空腹時
血糖を測定した。さらに、ヘマトクリット管 1 本分を尾部より採血した。また、60 分後も同
様に麻酔をかける前に血糖値の測定とヘマトクリット管 1 本分の採血をした。
投与後 60 分で 10 倍希釈したソムノペンチルを 65mg／Kg 腹腔投与して、麻酔後、後大静脈
より全採血し安楽死させた。麻酔の効きが悪い場合はイソフルランを吸わせ追加麻酔をした。
マウスの後大静脈より採取した血液は、60 分程静置後、12,000rpm 5 分 24℃ で遠心し、採
れた血清を－80℃ で保存した。その後、肝臓、副睾丸脂肪、後腹膜脂肪、腸間膜脂肪、骨格
筋を採取し、各脂肪についてはそれぞれの重量を測定した。また、肝臓、副睾丸脂肪、骨格筋
から約 0.5g を採取し、ジルコニアビーズ 0.5φ（TOMY : ZB‒50）入りの IsogenⅡ（日本ジー
ン社）溶液 1.0ml に入れ、Bead Smash12 細胞破砕機（和研薬）にて 4,000rpm、10 秒ホモジ





用いて、NEFA‒C テスト（和光）、コレステロール E テスト（和光）、トリグリセライド E テ
スト（和光）を用いて測定した。遊離脂肪酸は、試料と 2 種類の発色試薬を順番に加え撹拌後、
各 37℃ で 10 分間インキュベートした後、分光光度計を用いて吸光度（550nm）を測定した。





血中インスリン濃度は ELISA キット（SIBAYAGI）を用いて測定した。ELISA 用の 96 ウェ
ルプレート、試薬類を十分に室温（20～25℃）に戻した（2 時間程度）。その後、濃縮洗浄液
の希釈として室温化した蒸留水で 10 倍希釈した。次に、標準溶液の希釈を室温化した緩衝液
で 2 倍の段階希釈をした。これは、8 連チューブを用い、1 本目に緩衝液 190µl、残りの 7 本




倍希釈の際、2 段階希釈を行ったため、1 段階目で 40 倍希釈し、2 段階目でそれをさらに 100
倍希釈し、4,000 倍希釈液を作製した。そして、凍結しておいた血清を氷上で融解し、全量
30µl 以上のものはそのままの濃度で、30µl 以下のものは緩衝液で 2 倍希釈し、サンプルを調
整した。測定はデュプリケートで行った。その後、抗体固相化 96 ウェルプレートを先ほどの
希釈した洗浄液で 5～6 回洗浄した。洗浄後、100µl のビオチン結合抗インスリン抗体を抗体
固相化 96 ウェルプレートに撒いた。次に、標準インスリ溶液と調整しておいたサンプルを
10µl ずつ入れて、撹拌後、室温（20～25℃）、2 時間静置して反応させた。
2 時間の反応の終わる 30 分程前に、室温化した緩衝液でペルオキシダーゼ・アビジン結合
物を 2,000 倍希釈した。なお、2,000 倍希釈の際、1 段階目で 20 倍希釈し、2 段階目でそれを
さらに 100 倍希釈し、2,000 倍希釈液を作製した。
2 時間の反応後、抗体固相化 96 ウェルプレートを 5～6 回洗浄し、希釈しておいたペルオキ
シダーゼ・アビジン結合物を 100µl ずつ撒き、撹拌後、室温（20～25℃）、30 分間静置して反
応させた。30 分後、抗体固相化 96 ウェルプレートを 5～6 回洗浄し、発色液（TMB）を 100µl
ずつ撒き、撹拌後、室温（20～25℃）、30 分間静置して反応させた。30 分後、洗浄せずに反応
停止液（1M H2SO4）を 100µl 加え、撹拌した。その後、吸光度測定（主波長 450nm、副波長
600～650nm）を行った。
8．Total RNA抽出と濃度測定
IsogenⅡ溶液内の各凍結臓器（肝臓・副睾丸脂肪・骨格筋）を 37℃ で溶かし、そこに 0.4ml
の滅菌蒸留水を入れた後、15 秒間激しく振り、室温で 15 分間静置した。その後、15 分、
12,000rpm、4℃ で遠心した。遠心後、上清を 1.0ml とり、5µl の P-Bromoanisole を入れ、15
秒間振り、室温で 5 分間静置した。その後、10 分、12,000rpm、4℃ で遠心した。遠心後、上
清を 900µl とり、75％ エタノールを 0.4ml 入れ、転倒混和した後、室温で 10 分間静置した。
その後、8 分、12,000rpm、4℃ で遠心した。遠心後、サンプルをデカントし、75％ エタノー
ルを 0.5ml 入れ、3 分、8,000rpm、4℃ で遠心した。遠心後、再びサンプルをデカントし、75
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％エタノールを 0.5ml 入れ、3 分、8,000rpm、4℃ で遠心した。その後、デカントし、沈殿を
約 15 分間風乾させた。その後、EDTA を 100µl ずつ入れ、10 分間静置した。10 分後、それ
ぞれの RNA 濃度を測定した。
9．ホルムアルデヒド変性ゲル電気泳動
抽出した Total RNA がインタクトであることを確認するために、変性ゲルを用いた電気泳
動を行った。100ml のビーカーに蒸留水 36ml とアガロース S（日本ジーン社）を 0.75g 入れ、
撹拌した（2 枚分）。その後、電子レンジ 200W で加熱し溶解させ、65℃ まで冷ました。温度
が下がったら、ドラフト内で 10×MOPS バッファーを 5.0ml とホルムアルデヒド 9.0ml を撹
拌しながら加えた。その後、ゲルトレイに流し込み、30 分から 40 分間静置しゲルを作製した。
ゲルが冷え、固まった後、ゲルと 1×MOPS を泳動層にいれ 50V で 15 分間のプレ泳動を
行った。
RNA サンプル調整液の作製として RNA 1 サンプルにつき、10×MOPS 2.0µl、ホルムアル
デヒド 4.0µl、ホルムアミド 10.0µl、0.2mg／ml エチジウムブロマイド（50 倍希釈）1.0µl の計 17µl
の試薬調整を行った。作製した RNA 調整液に、濃度が 600 から 1,000ng／µl になるように
RNA を入れ、65℃ で 15 分間熱変性させた。変性後、サンプルに BPB 1.0µl とローディング
バッファー 2.0µl をそれぞれ入れ、プレ泳動後のゲルに 10µl ずつ入れた。そして、50V で
60 分間泳動し、60 分後 UV トランスイルミネーターを用いて、バンドパターンを確認した。
10．cDNAの作製
抽出した Total RNA を cDNA とするため、PrimeScript RT reagent Kit［Perfect Real
Time］（TAKARA BIO 社）を用いて逆転写 PCR を行った。試料と 4 種類の試料をプロトコー
ルに従い順番に混ぜ、PCR（37℃15 分、85℃5 秒）を行った。なお逆転写の際の使用 RNA は
500ng／µl になるように調整した。
11．RT‒PCR
NSY マウスの各組織での遺伝子発現量をみるために、定量 PCR である Real Time PCR を
行った。蛍光色素として SYBR green を使用し、SYBR Premix Ex TaqⅡ（TAKARA BIO 社）
を用いた。Real Time PCR には、Step One Plus（Applied Biosystems 社）を用い、反応条件
は 95℃30 秒 1cycle、95℃5 秒、60℃30 秒 40cycle で検量線法にて行った。相対比較の為のハ
ウスキーピング遺伝子は Gapdh（TAKARA BIO 社）を使用し、プライマー毎の PCR 産物の




組織破砕液を遠心し、上清を 15% SDS-PAGE を用いて電気泳動を行った。分離されたタン
パクは、ポリビニル 2 フッ化（PVDF）メンブレンシート（Immobilon-P,Millipore Co., Billerica,
USA）に転写した。メンブレンは、5% nonfat dry milk／0.1% Tween 20 in PBSを用いてブロック
キングした。洗浄後、メンブレンを5% nonfat dry milk／0.1%Tween 20 in PBS条件下で各種抗体
を反応させた。使用した抗体は以下の通りであった：Akt（pan）（C67E7）（#4691 Cell Signaling
Technology., Tokyo, Japan）、Phospho-Akt（Ser473）（#4060 Cell Signaling Technology, Tokyo,
Japan）、GSK3β（D5C5Z）（#12456 Cell Signaling Technolog, Tokyo, Japan）、Phospho-GSK-3β
（Ser9）（D85E12）（#5558 Cell Signaling Technology, Tokyo, Japan）、FoxO1（C29H4）（#2880
Cell Signaling Technology, Tokyo, Japan）、Phospho-FoxO1（Ser256）（#9461 Cell Signaling
Tec-hnology, Tokyo, Japan）、Fatty-Acid-Synthase（C20G5）（#3180 Cell Signaling Technology
Tokyo, Japan）、Acetyl-CoA-Carboxylase（C83B10）（#3676 Cell Signaling Technology, Tokyo,
Japan）、AMPK（D63G4）（#5832 Cell Signaling Technology, Tokyo, Japan）、Phospho-AMPKα
（Thr172）（D79.5E）（#4188 Cell Signaling Technology, Tokyo, Japan）、Glut4（1F8）（#2213 Cell
Signaling Technology Tokyo, Japan）、β-actin（GTX 629630, GeneTexTnc.,Los Angeles, USA）を
用いてインキュベートを行った。抗原抗体複合体は、peroxidase conjugated secondary antibody
（SC‒3873, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Texas, USA and 474‒1806, Kirkegaard & Perry
Laboratories, Inc., Washington, DC, USA）を用いて検出した。バンドは、Molecular Imager
ChemiDoc XRS＋（Bio-Rad Laboratories, Ink., Berkeley, USA）を用いて解析した。
13．統計解析
全ての結果の比較は平均値±SE で示した。2 群の比較は Student‒t テストを、3 群以上の比















図 2（a）に各種糖の連続投与を開始して 1 週間後に行った各種糖負荷試験（OSTT）の結
果を示した。この時、NSY マウスは 16 週齢、C3H マウスは 19 週齢だった。図 2（a）より、
30 分値と 60 分値（P＝0.00014、P＝0.0084）において、ハチミツ群と比較して、グルコース群
で血糖値の有意な上昇が見られた。しかし、90 分値で有意な差はなくなった。また、ハチミ
ツ投与群とスクロース投与群においてはどの時点においても有意な違いは認められなかった。
図 2（b）には、各種糖の連続投与開始から 4 週間後に行った OSTT の結果を示した。図 2（a）
と同様に、30 分値と 60 分値でグルコース群において有意な血糖値の上昇が見られた（それぞ
れ P＝0.00096、P＝0.0032）。一方で、スクロース群とハチミツ群において有意な違いは無いが、
投与 1 週間後では 60 分値以降ハチミツの血糖値の方がスクロースの血糖値よりも高かったこ
とに対し、投与 4 週間後では 0 分値から 120 分値の全ての時点でハチミツ群の血糖値の方が低
い値を示した。
続いて、4 週間の投与後 3 週間無処置の期間をおいて OSTT を行ったときの結果を図 3（a）




投与開始から 4 週間後に行った OSTT の結果を図 3（b）に示した。ハチミツ群と比較してグ
ルコース群において、30 分値と 60 分値に加え 90 分値においても有意な増加が見られた（そ
れぞれ P＝0.0000013、P＝0.00000033、P＝0.0016）。さらに、スクロース群においても 30 分値
と 60 分値と 120 分値において、ハチミツ群と比較して、有意な血糖値の上昇を示した（それ
ぞれ P＝0.0044、P＝0.0096、P＝0.042）。さらに投与を続け、投与開始から 12 週間後に行った
OSTT の結果を図 3（c）に示した。グルコース群においてはこれまでの結果と同様に、高い
血糖値を示し、30 分値、60 分値、90 分値において有意な増加を示した（それぞれ P＝0.000018、




ハチミツ群とスクロース群の間で最も有意な違いが多く認められた NSY マウス 26 週齢、





図 5 には NSY マウス 38 週齢、C3H マウス 31 週齢、各種糖投与開始から 6 週間後に行われ
たインスリン負荷試験（ITT）の結果を示した。ITT では、NSY マウスの全ての群において、
インスリン投与後 15 分で血糖値が増加し、インスリン抵抗性を示した。しかし、NSY マウス
同士で比較して、どの群においても有意な違いは認められなかった。
4．ハチミツ最終投与後の血糖値とインスリン値











































クについて調べた。結果は図 10 に示した。脂肪酸合成に関与する Fas について調べた結果、
ハチミツ投与群とスクロース投与群の間に有意差はみられなかった（図 11）。しかし、同様に




な増加がみられた（vs グルコース P＝0.017、P＝0.027）（vs スクロース P＝0.017、P＝0.027）。


































投与群でも Pparg1 が活性化していたことから、ハチミツの持つ耐糖能障害抑制効果に Pparg
1 の活性化は関係ないかもしれない。脂肪組織における遺伝子発現については、有意差がみら
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図 2 NSY マウスにおける各種糖投与 1 週間後の OSTT の結果（a）。NSY マウスと




図 3 NSY マウスと C3H マウスにおける各種糖投与 0 週後（a）と 4 週後（b）と 12
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図 4 NSY マウス（26 週齢）と C3H マウス（29 週齢）において、各種糖投与開始
から 4 週後二行った OSTT の AUC。白が C3H、赤がハチミツ、緑がグルコー
ス、灰色がスクロースを表す。
＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，＊＊＊：p＜0.001 vs. ハチミツ






図 6 NSY マウス（36 週齢）と C3H マウス（39 週齢）において各種糖投与開始か
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Effect on body weight and plasma glucose by administration of







Objective: We investigated whether Japanese natural honey is effective on body weight
reduction and hyperglycemia in NSY diabetic mice.
Methods: Male NSY and C3H mice were used. NSY mice were divided into several groups
according to sugar species. The oral sugar tolerance test (OSTT) was performed in overnight
fasting on 4 weeks, and 12 weeks after first administration of honey and sugars. One week later
after the end of OSTT, tissues were dissected for extraction of RNAs and proteins. mRNA and
protein levels were determined using quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction and Western blotting, respectively.
Results: We found that both the body weight and the blood glucose levels were significantly
lower in honey treated mice than in sucrose treated mice. The sensitivity to insulin was higher in
honey treated group than in sucrose group. The serum NEFA level was significantly lower in the
honey treated group. pAmpk protein levels in the livers were also increased in honey treated
group than in sucrose treated group.
Conclusion: Honey improves hyperglycemia by suppressing gluconeogenesis and glycogenolysis
in the livers.
Keywords : Japanese honey, diabetes, blood glucose, body weight, NSY mice
32 糖尿病マウス（NSY）に対する国産ハチミツの影響
